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(57) Abstract 

The invention relates to dipeptide compounds or compounds analogous to dipeptkle compounds, which m made of an amino acid 
and a tiiiazolidine or pynolidine grmq), and to their salts. The invention further relates to the use of these compounds in the treatment of 
impaired glucose toleraice, g^ucosuria, hyperlipidemia, metabolic acidoses, diabetes inellitus, diabetic neuropathy and nephropadiy as weU 
as secondary diseases of diabetes mellitus in mammals. 



Die voriiegende Erfindung betrifft Dipeptidverbindungen bzw. zu DipeptidvertMiKhin^ analoge Verbindungen. die atis einer 
Aminosfiure und einer Thiazolidin- oder Pym)tidingnippe gebildet wcidcn, und deren Salze. und die Verwendung der Verbindungen 
zur Behandhmg von beeintitkiitigter Glukosetdecanz. Ghikooirie, HyperlipidAmie. metabolischen Azidosen, Diabetes mellitus, diafaetischer 
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MEUE EFFEKTOREN VOM DIPBPTIDYLPEPTIDASE IV 



Die vorliegende Erfindung betrifft Dipeptidverbindungen bzw. 
zu Dipeptidverbindungen analoge Verbindungen, die aus einer 
Aminosaure und einer Thiazolidin- oder Pyrrolidingruppe gebil- 
det werden, und deren Salze, im weiteren Dipeptidverbindungen 
g nannt, und die Verwendung der Verbindungen zur Behandlung 
von beeintrachtigter Glukosetoleranz, Glukosurie, Hyperlipida- 
mie, metabolischen Azidosen, Diabetes mellitus, diabetischer 
Heuropathie und Mephropathie sowie von durch Diabetes mellitus 
verursachten Folgeerkrankungen von Saugern. 

Die Erfindung betrifft also auch ein einfaches Verfahren zur 
Senkung der Blutzuckerkonzentration von Saugern mit Hilfe von 
Dipeptidverbindungen als aktivitatsmindernde Effektoren (Sub- 
straten, Pseudosubstraten, Inhibitoren, Bindungsproteinen, An- 
tikdrpern u. a.) fiir Enzyme mit vergleichbarer oder identi- 
scher AktivitSt zur enzymatischen Aktivit^t des Enzyms Dipep- 
tidyl Peptidase IV. 

DP IV- bzw. DP IV-analoge AktivitSt (z. B. besitzt die cytoso- 
lische DP II eine der DP IV nahezu identische Substratspezif i- 
tat) koromt im Blutkreislauf vor, wo sie hochspezif isch Di- 
peptide vom N-Terminus biologisch aktiver Peptide abspaltet, 
wenn Prolin oder Alanin die benachbarten Rests der N- 
terminalen Aminosaure in deren Sequenz darstellen. 

Die Glukose-abhSngigen insulinotropen Polypeptide: Gastric In- 
hibitory Polypeptide 1-2 (GIP,_„) und Glucagon-Like Peptide 
Amide-1 7-36 (GLP-1,.,,), also Hormone, die die Glukose- 
induzierte Insulinsekretion des Pankreas stimulieren (auch In- 
cretine genannt), sind Substrate der DP IV, da diese von den 
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N-terminalen Sequenzen dieser Peptide die Dipeptide Tyrosinyl- 
Alanin bzw. Histidyl-Alanin in vitro und in vivo abspalten 
kann. 

Die Reduktion derartiger DP IV- bzw. DP iv-analoger Enzyinakti- 
vitat zur Spaltung solcher Substrate in vivo kann dazu dienen, 
unerwUnschte EnzymaktivitSt unter Laborbedingungen wie auch 
bei pathologischen ZustSnden von sSuger-Organismen wirksam zu 
unterdrucken. Z.B. basiert Diabetes mellitus Typ II (auch Al- 
tersdiabetes) auf einer verminderten Insulinsekretion bzw. 
Storungen in der Rezeptorfunktion, die u.a. in proteolytisch 
bedingten Konzentrationsanomalien der Incretine begriindet 
sind. 

Hyperglykamie und damit verbundene Ursachen bzw. Folgeerschei- 
nungen (auch Diabetes mellitus) werden nach gegenwartigem 
Stand der Technik durch die Verabreichung von Insulin (z.B. 
von aus Rinderpankreas isoliertem oder auch gentechnisch ge- 
wonnenem Material) an erkrankte Organismen in verschiedenen 
Darreichungsformen behandelt. Alle bisher bekannten, wie auch 
modernere Verfahren, zeichnen sich durch hohen Materialauf- 
wand, hohe Kosten und oft durch entscheidende Beeintrachtigun- 
gen der Lebensqualitat der Patienten aus. Die klassische Me- 
thode (tagliche i.v. Insulin-Injektion, ublich seit den drei- 
Biger Jahren) behandelt die akuten Krankheitssymptome, fuhrt 
aber nach ISngerer Anwendung u. a. zu schweren Gef aBverande- 
rungen (Arteriosklerose) und Nervenschadigungen . 

Neuerdings wird die Installation subkutaner Depot- implantate 
(die insulinabgabe erfolgt dosiert, und die taglichen Injek- 
tionen entf alien) sowie die Implantation (Transplantation) in- 
takter Langerhansscher Zellen in die f unktionsgestbrte Pan- 
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kreasdruse oder andere Organe und Gewebe vorgeschlagen. Derar- 
tige Transplantationen sind technisch aufwendig* Weiterhin 
stellen sie einen risikobehaf teten chirurgischen Eingriff in 
den Empf anger or ganismus dar und verlangen auch bei Zellver- 
pflanzungen nach Methoden zur Suppression bzw. der Uragehung 
des Immunsystems . 

Die Verwendung von Alanyl-Pyrrolidid und Isoleucyl-Thiazolidid 
als Inhibitoren von DP IV bzw. von zu DP IV analoger Enzymak- 
tivitat ist bereits aus der PCT/DE 97/00820 und die Verwendung 
von Isoleucyl-Pyrrolidid und Isoleucyl-Thiazolidid- 
Hydrochlorid bereits aus der DD 296 075 bekannt* Bei dem in 
diesem Stand der Technik eingesetzten Isoleucyl-Thiazolidid 
handelt es sich um natiirliches, also L-threo-lsoleucyl- 
Thiazolidid: Zum Prior itStsdatum und noch am A.iineldetag der 
beiden Druckschrif ten stand nur diese, die naturliche Form von 
Isoleucyl-Thiazolidid zur Verfugung. 

Es ist festgestellt worden, daJJ diese Verbindungen , insbeson- 
dere L-threo-Isoleucyl-Thiazolidid, gute Effektoren fur DP IV 
und DP IV analoge EnzymaktivitSten sind^ Bei der Verwendung 
dieser Verbindung konnen bei einigen Patienten bzw. Krank- 
heitsformen jedoch gewisse Probleme auftreten: 

Je nach Symptomen und Schwere z.B. von Diabetes mellitus^ ware 
es z.B. wiinschenswert, Effektoren zur Verfugung zu haben, die 
eine andere Wirkung als die bekannten Verbindungen aufweisen: 
So ist bekannt, dafl Diabetes-mellitus-Patienten individuell 
"eingestellt" werden mussen, um eine optimale Behandlung ihrer 
Krankheit zu ermoglichen. So sollte bei einigen Fallen z.B. 
eine verringerte Aktivitat von DP IV Effektoren ausreichen. 
Auch konnte eine zu hohe Inhibitor Aktivitat und die permanen- 
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te verabreichung desselben Medikaments insbesondere wegen der 
lebenslangen Dauer der Behandlung unerwunschte Nebenwirkungen 
zur Folge haben. Weiter konnte es auch wunschenwert sein, ge- 
wisse Transporteigenschaften zur Erhohung der Resorptionsge- 
schwindigkeit der Effektoren in vivo zu verbessern. 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, neue (insbesondere aktivi- 
tatsmindernde) Effektoren zur Behandlung von z.B. beeintrach- 
tigter Glukosetoleranz, Glukosurie, Hyper lipidSmie, roetaboli- 
schen Azidosen, Diabetes mellitus, diabetischer Neuropathie 
und Nephropathie sowie von durch Diabetes mellitus verursach- 
ten Folgeerkrankungen von Saugern und ein einfaches verfahren 
zur Behandlung dieser Krankheiten bereitzustellen. 

Diase Aufgabe wird erfindungsgemSB durch die Bereitstellung 
von Dipeptidverbindungen bzw. Analoga von Dipeptiden, die aus 
einer Aminosaure und einer Thiazolidin- oder Pyrrolidingruppe 
gebildet werden, und deren Salze gelost. 

Bei der - vorzugsweise oralen - Verabreichung dieser Effekto- 
ren an einen SSugerorganismus werden die endogenen (oder zu- 
satzlich exogen verabreichten) insulinotropen Peptide GIP,.„ 
und GLP-1,.„ (o.a. GLP-1,.„ oder deren Analoga) durch DP IV- 
oder DP iv-ahnliche Enzyme vermindert abgebaut und damit die 
Konzentrationsabnahme dieser Peptidhormone bzw. ihrer Analoga 
verringert bzw. verzogert. Der Erfindung liegt also der Befund 
zugrunde, dafl eine Reduktion der im Blutkreislauf agierenden 
DP IV- Oder DP IV-Shnlichen enzymatischen Aktivitat zur Beein- 
flussung des Blutzuckerspiegels flihrt. Es wurde gefunden, dalJ 



1. die Verminderung von DP IV- bzw. DP iv-analoger 
vitat zu relativer stabilitStserhohung der Glukose- 
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stimulierten, oder extern zugefUhrten Incretine (oder deren 
Analogs) fuhrt, d.h. durch Applikation von Effektoren der DP 
IV bzw. DP IV-anloger Proteine der Incretin-Abbau im Blut kon- 
trolliert werden kann; 

2. die erhdhte biologische Abbaustabilitat der incretine 
(Oder ihrer Analoga) eine Wirkungsveranderung endogenen Insu- 
lins zur Folge hat; 

3. die durch Reduktion der DP IV- bzw. DP iv-analogen en- 
zymatischen Aktivitat im Blut erzielte StabilitatserhShung der 
Incretine in einer nachfolgenden VerSnderung der Glukose- 
induzierten insulinwirkung resultiert und damit zu einer mit- 
tels DP iV-Effektoren kontrollierbaren Modulierung des Blut- 
Glukosespiegels fUhrt. 

insbesondere sind dazu erfindungsgemSB Dipeptidverbindungen 
geeignet, bei denen die AminosSure aus einer natur lichen Ami- 
nosaure, wie z.B. Leucin, Valin, Glutamin, Prolin, isoleucin, 
Asparagin oder Asparaginsaure, ausgewahlt wird. 

Die inoglichst orale Applikation der erf indungsgemaJJen hochaf- 
finen, niedermolekularen Enzyminhibitoren ist eine kostengUn- 
stigere Alternative z.B. zu invasiven chirurgischen Techniken 
bei der Behandlung pathologischer Erscheinungen . Durch chemi- 
sches Design von Stabilitats-, Transport- und Clearance- 
— Blgenschaften kann deren Wirkungsweise modifiziert und auf in- 
dividuelle Eigenschaften abgestimmt werden. 

wie vorstehend erwahnt, kann es z.B. bei der Dauerbehandlung 
von Diabetes mellitus erforderlich sein, Effektoren mit einer 
definierten Aktivitat zur VerfUgung zu stellen, mit denen in- 
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dividuelle Bedurfnisse von Patienten erfullt bzw. Symptome be- 
handelt werden kSnnen. Die erf indungsgemaOen Dipeptidverbin- 
dungen weisen daher bei einer Konzentration (der Dipeptidver- 
bindungen) von 10 fM. insbesondere bei den in Tabelle 1 ange- 
gebenen Bedingungen, eine Aktivitatsminderung von Dipeptidyl 
Peptidase IV bzw. DP iv-analoger Enzymaktivitaten von inin- 
destens 10, bevorzugt von mindestens 40 % auf . Haufig ist auch 
eine Aktivitatsminderung von mindestens 60 % bzw. mindestens 
70 % erforderlich. Bevorzugte Effektoren k5nnen auch eine Ak- 
tivitatsminderung von maximal 20 % bzw. 30 % auf weisen. Wei- 
terhin sind die Transporteigenschaften der vorliegenden Ver- 
bindungen, insbesondere durch den Peptidtransporter Pep Tl 
deutlich verbessert. 

Besonders bevorzugte Dipeptidverbindungen sind L-allo- 
isoleucyl-Thiazolidid und seine Salze. Diese verbindungen wei- 
sen im VerhSltnis zu L-threo-lsoleucyl-Thiazolidid bei in etwa 
gleichgrofler Wirkung bezUglich der Glukosemodulation uberra- 
schenderweise einen ca. flinffach besseren Transport durch den 
Peptidtransporter Pep Tl auf. 

Weitere bevorzugte verbindungen werden in Tabelle 1 angegeben. 

Die salze der erf indungsgemaiJen Dipeptidverbindungen kSnnen 
z.B. organische Salze wie Acetate, Succinate, Tartrate oder 
Fumarate oder anorganische Saurereste wie Phosphate oder Sul- 
fate sein. Besonders bevorzugt werden die Fumarate, die eine 
hervorragende Wirkung bei einer uberraschend hohen Stabilitat 
gegenuber Hydrolyse aufweisen und wesentlich weniger loslich 
sind als die Hydrochloride. Diese Eigenschaften sind auch bei 
der Galenik von vorteil. 
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Ferner werden L-threo isoleucyl pyrrolidid und seine Salze, 
insbesondere die Pumarsalze, und L-allo Isoleucyl Pyrrolidid 
und seine Salze, insbesondere die Furaarsalze, bevorzugt. 

Die Salze der Dipeptidverbindungen konnen in einem molaren 
verhaitnis von Dipeptid(analogon)komponente zu salzkomponente 
von 1 : 1 Oder 2 : 1 vorliegen. Ein derartiges Salz ist z.B. 
( I le-Thia ) , Fumarsaure . 

Besonders bevorzugte Salze sind die Fumarsalze von L-threo- 
isoleucyl Thiazolidid und L-allo-lsoleucyl Thiazolidid. 

Die Erfindung betrifft soinit Effektoren der Dipeptidyl Pepti- 
dase IV (DP IV)- bzw. DP iv-analoger EnzymaktivitSt und deren 
Verwendung zur Senkung des Blutzuckerspiegels unter die fUr 
HyperglykSmie charakteristische Glukosekonzentration im Serum 
eines sauger-Organismus . insbesondere betrifft die Erfindung 
die Verwendung der erfindungsgemSBen Effektoren der DP IV- 
bzw. der DP IV-analogen Enzymaktivitat zur Verhinderung oder 
Milderung pathologischer Stof fwechsel-Anomalien von sauger- 
Organismen wie z.B. beeintrachtigte Glukosetoleranz , Glukosu- 
rie, Hyperlipidaraie, metabolischen Azidosen, Diabetes melli- 
tus, diabetischer Neuropathic und Nephropathie sowie von durch 
Diabetes mellitus verursachten Folgeerkrankungen von Saugern. 
In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm betrifft die Er- 
findung ein Verfahren zur Senkung des Blutzuckerspiegels unter 
die fur Hyperglykamie charakteristische Glukosekonzentration 
im serum eines SSuger-Organismus , das dadurch gekennzeichnet 
ist, dafl man einem Sauger-Organismus eine therapeutisch wirk- 
same Menge mindestens eines erf indungsgemaBen Effektors der DP 
IV- bzw. der DP IV-analogen Enzymaktivitat verabreicht. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform betrifft die Er- 
findung phannazeutische Zusammensetzungen, also Medikamente, 
die mindestens eine erf indungsgemafle Verbindung oder deren 
Salze gegebenenfalls in Kombination mit einem oder mehreren 
pharmazeutisch akzeptablen Tragern und/oder Losungsmitteln 
enthalten. 

Die pharmazeutischen zusammensetzungen konnen z.B. als paren- 
terale oder enterale Formulierungen vorliegen und entsprechen- 
de TrSger enthalten bzw. sie konnen als orale Formulierungen 
vorliegen, die entsprechende zur oralen Verabreichung geeigne- 
te Trager enthalten konnen. Vorzugsweise liegen sie als orale 
Formulierungen vor. 

Zusatzlich konnen die pharmazeutischen zusammensetzungen einen 
Oder mehrere hypoglykamisch wirkende Wirkstoffe enthalten, die 
an sich bekannte Wirkstoffe sein konnen. 

Die erfindungsgemaflen Effektoren der DP IV bzw. der DP IV- 
analogen EnzymaktivitSt kSnnen zur Senkung des Blutzucker- 
Spiegels unter die fur Hyperglykaemie charakteristische Gluko- 
se-Konzentration im Serum eines Sauger-Organismus bzw. zur 
Herstellung eines entsprechenden Medikaments verwendet werden. 

Die erfindungsgemai3 applizierten Effektoren der DP IV- bzw. DP 
IV-analoger Enzyme kSnnen in pharmazeutisch anwendbaren Formu- 
lierungen Oder Formulierungskoroplexen als Inhibitoren, Sub- 
strate, Pseudosubstrate, Inhibitoren der DP iV-Expression, 
Bindungsproteine oder Antikorper dieser Enzymproteine oder 
Kombinationen aus diesen verschiedenen Stoffen, die DP IV- 
bzw. DP IV-analoge Proteinkonzentration im Saugerorganismus 
reduzieren, zum Einsatz kommen. Erf indungsgemaBe Effektoren 



wo 99/61431 PCT/EP99AI37I2 

9 

sind z.B. DP IV-Inhibitoren wie die Dipeptidderivate bzw. Di- 
peptidmimetika L-allo-Isoleucyl-Thiazolidid und die in Tabelle 
1 angegebenen Effektoren und deren Fumarsalze. Die erfindungs- 
gemSflen Effektoren ermoglichen eine individuell einstellbare 
Behandlung von Patienten bzw. Krankheiten, wobei insbesondere 
individuell auftretende UnvertrSglichkeiten, Allergien und Ne- 
benwirkungen vermieden werden k5nnen. 

Auch weisen die Verbindungen unterschiedliche zeitliche Ver- 
laufe der Wirksamkeit auf. Dadurch wird dem behandelnden Arzt 
die MSglichkeit in die Hand gegeben, dif f erenziert auf die in- 
dividuelle Situation eines Patienten zu reagieren: Einerseits 
kann er die Geschwindigkeit des Eintritts der Wirkung und an- 
dererseits die Dauer der Wirkung und insbesondere die StSrke 
der Wirkung genau einstellen. 

Das erf indungsgemSfle Verfahren stellt eine neuartige Herange- 
hensweise zur Senkung erhShter Blutglukosekonzentration im Se- 
rum von Saugern dar. Es ist einfach, kommerziell nutzbar und 
zur Anwendung bei der Therapie, insbesondere von Erkrankungen, 
die auf liberdurchschnittlichen Blutglukosewerten basieren, bei 
saugern und insbesondere in der Humanmedizin geeignet. 

Die Effektoren werden z.B. in Form von pharmazeutischen PrSpa- 
raten verabreicht, die den Wirkstoff in Kombination mit Ubli- 
chen aus dem Stand der Technik bekannten Tragermaterialien 
enthalten. Beispielsweise werden sie parenteral (z.B. i.v., in 
physiologischer Kochsalzlosung) oder enteral <z.B. oral, for- 
muliert mit ublichen Tragermaterialien wie z. B. Glukose) 
appliziert. 
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In Abhangigkeit von ihrer endog nen StabilitSt und ihrer Bio- 
verfugbarkeit mUssen pro Tag einfache oder auch mehrfache Ga- 
ben der Effektoren erfolgen, um die erwiinschte Normalisierung 
der Blutglukosewerte zu erreichen. Z.B. kann ein solcher Do- 
sisbereich beim Menschen im Bereich von 0.01 mg bis 30.0 ing 
pro Tag, vorzugsweise im Bereich von 0.01 bis 10 mg Effektor- 
substanz pro Kilogramm KSrpergewicht liegen. 

Es vmrde gefunden, daU durch Verabreichung von Effektoren der 
Dipeptidyl Peptidase IV bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitaten 
im Blut eines Saugers, durch deren damit verbundene, temporSre 
Aktivitatsreduktion, in kausaler Folge die endogenen (oder zu- 
satzlich exogen verabreichten) insulinotropen Peptide Gastric 
inhibitory Polypeptide 1-42 (GIP..„) und Glucagon-Like Peptide 
Amide-1 7-36 (GLP-1,.,.) (o.a. GLP-1,.,, oder deren Analoga) durch 
DP IV- und DP iv-ahnliche Enzyme vermindert abgebaut werden 
und damit die Konzentrationsabnahme dieser peptidhormone bzw. 
ihrer Analoga verringert bzw. verzSgert werden. Die durch die 
Wirkung von DP iV-Ef fektoren erzielte, erh5hte StabilitSt der 
(endogen vorhandenen oder exogen zugeftthrten) Incretine oder 
ihrer Analoga, die damit vermehrt flir die insulinotrope Stimu- 
lierung der Incretin-Rezeptoren der Langerhansschen Zellen im 
Pankreas zur Verfligung stehen, verandert u.a. die Wirksamkeit 
von korpereigenem Insulin, was eine Stimulierung des Kohlehy- 
dratstoffwechsels des behandelten Organismus nach sich zieht. 

Als Resultat sinkt der Blutzuckerspiegel unter die fur Hyper- 
glykamie charakteristische Glukosekonzentration im Serum des 
behandelten Organismus. Damit konnen stof fwechselanomalien wie 
beeintrachtigte Glukosetoleranz , Glukosurie, Hyper lipidSmie 
sowie raogliche schwere metabolische Azidosen und Diabetes mel- 
litus, Krankheitsbilder die Folge einer Uber einen ISngeren 
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zeitrauro erhShten Glukosekonzentrationen im Blut sind, verhin- 
dert bzw. gemildert werden. 

In der Reihe der aus dem Stand der Technik bekannten, oral 
wirksamen Antidiabetika ist bisher eine derartig wirksame, 
niedermolekulare Substanzklasse (mit Ausnahme des Biguanides 
Metformin: Molekulargewicht 130) nicht bekannt. Die Molekular- 
gewichte der Aminoacyl Thiazolidide bewegen sich zwischen 146 
(Glycyl Thiazolidid), 203 (Isoleucyl Thiazolidid) und 275 
(Tryptophanoyl Thiazolidid) . Im Vergleich bewegen sich die Mo- 
lekulargewichte der Sulphonylharnstof fe (Glibenclamid: 494), 
der saccharide (Acarbose: 630) sowie der Thiazolidindione 
(Pioglitazon: 586) im Bereich um 500 bis 700 Da. Physiologisch 
werden Aminoacyl Thiazolidide durch Aminopeptidasen sowie 
durch saure Hydrolyse in korpereigene Substau^en, wie Ami- 
nosauren und Cysteamin, hydrolysiert, so dafi die verwendung 
der erfindungsgemaBen yerbindungen als oral verfugbare Anti- 
diabetika eine Bereicherung der Pharmazie darstellt. 

Bei Ratten und MSusen ist experimentell induzierte HyperglykS- 
mie durch orale Verabreichung mit den erf indungsgemaB verwen- 
deten Verbindungen iiberdurchschnittlich gut behandelbar (Ta- 
bellen 2 und 3). Die Verabreichung des 500- bis lOOO-fachen 
der wirksamen Dosis fuhrte zu keiner nachweisbaren pathologi- 
schen Veranderung wahrend drei-wochiger toxikologischer Expe- 
rimente an Ratten und Mausen. 
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Die vorteilhafte Wirkung von erfindungsgemaBen Verbindungen 
auf DP IV ist in Tabelle 1 beispielhaft belegt: 

Tabelle 1: Wirkung verschiedener Effektoren auf die durch Di- 



peptidyl Peptidase IV katalysierte Hydrolyse von 
0,4 xnM des Substrates H-Gly-Pro-pNA bei 30 'C, pH 
7,6 und einer lonenstSrke von 0,125. 



EfTektor 


EfTektoraffinitat zu 
DPIV:Ki [nM] 


% Restaktivitai der DP IV in 
r*M0Ant.vnr# vnn 10 uNl EfTcktor 


Metformin 


» 1.(XX).000 


100 


Glibenclamid 


» IjOOO.000 


100 


Acarbose 


» LOOOjOOO 


100 


H-Asn-Pynolidid 


12.000 


83,1 


H-Asn-Thiazolidid 


3.500 


47;^ 


H-A\ ?ynolidid 


14.000 


81,6 


H-A^ThiazoMdid 


2.900 


45,6 


H-Asp(NHOH)-Pyriolidid 


13X)00 


88,2 


H-Asp(NHOH)-Thiazolidid 


8.800 


54,5 


H-Glu-Pyirolidid 


2.200 


38,5 


H-Glu-Thiazolidid 


610 


25 0 


H-GIu(NHOH)-PynoUdid 


2.800 


44,9 


H-GIu(NHOH)-Thiazoltdid 


1.700 


365 


H-His-Pynolidid 


3500 


49,7 


H-His-Thiazolidid 


1.800 


35.2 


H-Pro-Pvrrolidid 


4.100 


50,2 


H-Pro-Tliiazolidid 


1.200 


27,2 


H-Ile-Azididid 


3.100 


43,8 


H-Ilc-Pyrrolidid 


210 


123 


H-L-allo-lie-Thiazolidid 


190 


10,0 


H-Val-Pyrrolidid 


480 


233 


H-Val-Thiazolidid 


270 


13,6 
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Es ist bekannt, dai3 Aminoacyl Pyrrolidide und Aminoacyl Thia- 
zolidide durch die in den Mucosazellen des DUnndarms, im Serum 
und in Leberzellen vorhandenen Enzyme Prolin Aminopeptidase 
und Prolidase abgebaut werden konnen und der Thiazolidinring 
zur 6ffnung in Gegenwart von sauren (beispielsweise im Magen) 
unter Bildung des adaquaten Cysteamin-Derivates neigt [vgl. US 
458407 J. Es war daher Uberraschend, eine dosisabhangige Wirk- 
samkeit der Wirkstoffe nach per oraler Verabreichung zu fin- 
den. Die DosisabhSngigkeit der Wirkung von L-allo-lle- 
Thiazolidid auf die Serum-DP IV Aktivitat nach oraler Applika- 
tion von L-allo-Isoleucyl Thiazolidid an gesunden Wistarratten 
ist mit folgender Tabelle belegt: 

Tabelle 2: RestaktivitSt der DP IV im Serum gegenUber 0,4 nM 
des Substrates H-Gly-Pro-pNA bei 30 "C, pH 7,6 und 
elner lonenstarke von 0,125, nach oraler Gabe und 
in AbhSLngigkeit von der Dosis L-allo-Isoleucyl 
Thiazolidid, bestimmt 30 min nach Applikation des 
Inhibitors. 



Dosis pro versuchstier 


Restaktivitat der DP IV xn % 


0 mg 


100 


2,5 mg 


52 


5,0 mg 


40 


10 mg 


28 


20 mg 


29 



Ausgesprochen uberraschend und wUnschenswert ist die im diabe- 
tischen Tiermodell erzielte Glukose-reduzierende Wirkung des 
erfindungsgemalJen Wirkstoffs L-allo-lsoleucyl Thiazolidid nach 
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seiner oralen Verabreichung bei zeitgleicher oraler Glukose- 
Stimulierung (Tabelle 3). 

Zur Verstarkung der blutzuckersenkenden Wirkung verschiedener 
Antidiabetika werden haufig Kombinationen verschiedener oral 
wirksamer Antidiabetika eingesetzt. Da sich die antihypergly- 
kSmische Wirkung der ef indungsgemSBen Effektoren unabhangig 
von anderen bekannten oral applizierbaren Antidiabetika ent- 
faltet, eignen sich die erf indungsgemSBen Wirkstoffe analog in 
entsprechender galenischer Porro, zur Erzielung des gewUnschten 
normoglykamischen Effektes, zum Einsatz bei Kombinationsthera- 
pien. 

Somit konnen die erf indungsgemaiJ verwendeten Verbindungen in 
an sich bekannter Weise in die ublichen Formulierungen Uber- 
fUhrt werden, wie z. B. Tabletten, Kapseln, Dragees, Pillen, 
Suppositorien, Granulate, Aerosole, Sirupe, fliissige, feste 
und cremeartige Emulsionen und Suspensionen und Losungen unter 
Verwendung inerter, untoxischer, pharmazeutisch geeigneter 
Tr^ger- und Zusatzstoffe oder Ldsungsmittel . Hierbei liegen 
die therapeutisch wirksamen Verbindungen jeweils vorzugsweise 
in einer Konzentration von etwa 0.1 bis 80, vorzugsweise von 1 
bis 50 Masseprozent der Gesamtmischung vor, d.h. in Mengen, 
die ausreichend sind, um den angegebenen Dosierungsspielraum 
zu erreichen. 



Tabelle 3: Reduktion der zirkulierenden Blutglukose innerhalb 
60 min nach oraler Verabreichung von 20 L-allo- 
Ile-Thiazolidid an Ratten verschiedener Tiermodel- 
le bei zeitgleichem Glukosetoleranztest (Angaben 
in % bezogen auf normoglykamische Werte). 



wo 99/61431 



PCT/EP99A0712 



15 



Tiermodell 


Glukosekonzentration in % 
KonlroUe 


Glukosekonzentration in % 
allo-Ilc-TIiiazolidid behandelt 


Wistarratte, normal 


100 


82 


Wistarralte (Diabetes 2b - 
Model, dick) 


100 


73 



Die gute Resorption der erf indungsgemSB verwendeten verbindun- 
gen durch Schleimhaute des gastrointestinalen Traktes ermog- 
licht die Anwendung von vielen galenischen Zubereitungen: 

Die Substanzen kdnnen als Medikament in Form von Dragees, Kap- 
seln, BeiBkapseln, Tabletten, Tropfen, Sirup, aber auch als 
zapfchen oder als Nasensprays angewendet werden. 

Die Formulierungen werden beispielsweise hergestellt durch 
Strecken des wirkstoffs mit LSsungsmitteln und/oder Trager- 
stoffen, gegebenenfalls unter Verwendung von Emulgatoren 
und/oder Dispergiermitteln, wobei z. B. im Fall des Einsatzes 
. von wasser als Verdiinnungsmittel gegebenenfalls organische Lo- 
sungsmittel als Hilf slosungsmittel verwendet werden konnen. 

Als Hilfsstoffe seien beispielhaft aufgefUhrt: Wasser, un- 
toxische organische L5sungsmittel, wie Paraffine (z. B. Krdol- 
fraktionen), pflanzliche 6le (z. B. Rapsol, ErdnuflSl, Sesam- 
61), Alkohole (z.B. Bthylalkohol, Glycerin), Glykole (z.B. 
Propylenglykol, Polyety lenglykol ) ; feste Tragerstof fe, wie z. 
B. naturliche oesteinsmehle (z. B. hochdisperse Kieselsaure, 
Silikate), zucker {z.B. Roh-, Milch- und Traubenzucker ) ; Emul- 
giermittel, wie nichtionogene und anionische Emulgatoren (z. 



wo 99/61431 PCT/EP99/03712 

16 

B. Polyoxyethylen-Fettsaure-Ester, Polyoxyethylen-Fettalkohol- 
Ether, Alkylsulfonate und Arylsulfonate) , Dispergiermittel 
(z.B. Lignin, Sulf itablaugen, Methylcellulos , Starke und Po- 
lyvinylpyrrolidon) und Gleitmittel (z.B- Magnesiums tearat, 
Talkum, Stearinsaure und Natriumlaurylsulf at) und gegebenen- 
falls Aromastoffe, 

Die Applikation erfolgt in ublicher Weise, vorzugsweise ente- 
ral Oder parenteral, insbesonder?^ oral. Im Falle der enteralen 
Anwendung konnen Tabletten auBer den genannten Tragerstof fen 
weitere Zusatze wie Natriumcitrat, Calciumcarbonat und Calci- 
umphosphat, ziisammen mit verschiedenen Zuschlagsstof fen, wie 
Starke, vorzugsweise Kartof felstSrke, Gelatine und dergleichen 
enthalten. Weiterhin konnen Gleitmittel, wie Magnesiumstearat, 
Natriumlaurylsulfat und Talkum zutn Tablettieren mitverwendet 
werden. Im Falle waBriger Suspensionen und/oder Elixieren, die 
ftir orale Anwendungen gedacht sind, konnen die wirkstoffe au- 
Ber mit den oben genannten Hilfsstoffen zusatzlich mit ver- 
schiedenen Geschmacksaufbesserern oder Farbstoffen versetzt 
werden • 



Bei einer parenteralen Anwendung konnen Losungen der wirk- 
stoffe unter Verwendung geeigneter flussiger Tragermaterialiei 
eingesetzt werden. Im allgemeinen hat es sich als vorteilhaft 
erwiesen, bei intravenoser Applikation Mengen von etwa 0,01 
bis 2,0 mg/kg, vorzugsweise etwa 0,01 bis 1,0 mg/kg Korperge- 
wicht pro Tag zur Erreichung wirksamer Ergebnisse zu verab- 
reichen, und bei enter aler Applikation betragt die Dosierung 
etwa 0,01 bis 2 mg/kg, vorzugsweise etwa 0,01 bis 1 mg/kg Kor 
pergewicht pro Tag. 
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Trotzdem kann es gegebenenfalls erf order lich sein, von den ge- 
nannten Mengen abzuweichen, und zwar in AbhSngigkeit vOTi K6r- 
pergewicht des versuchstieres oder Patienten bzw. der Art des 
Applikationsweges, aber auch aufgrund der Tierart und deren 
individuellem Verhalten gegeniiber dem Medikament bzw. Inter- 
vall, zu welchem die Verabreichung erfolgt- So kann es in ei- 
nigen FSllen ausreichend sein, mit weniger als der vorgenann- 
ten Mindestmenge auszukommen, wShrend in anderen Fallen die 
genannte obere Grenze Uberschritten werden muB. Iro Fall der 
Applikation groBer Mengen kann es empfehlenswert sein, diese 
in mehrere Einzelgaben uber den Tag zu verteilen. Fur die Ap- 
plikation in der Humanmedizin ist der gleiche Dosierungsspiel- 
raum vorgesehen. SinngemMB gelten hierbei auch die obigen Aus- 
fuhrungen. 

Belsplele fUr phJMnnazeutische Fonoulierungen 

1. Kapseln mit 100 mg L-allo-Isoleucyl Thiazolidid pro Kap- 
sel: 

Fur ca. 10 000 Kapseln wird eine Losung folgender Zusammenset- 
zung hergestellt: 

L-allo-Isoleucyl Thiazolidid Hydrochlorid 
Glycerin 

Polyethylenglykol 
Wasser 



1,0 kg 

0,5 kg 

3,0 kg 

0.5 kg 

5,0 kg 
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Die Ldsung wird nach an sich bekannter Weise in Weichg latine- 
kapseln abgefUllt. Die Kapseln sind zum zerbeiflen oder zum 
Schlucken geeignet. 

2. Tabletten bzw. lackierte Tabletten oder Dragees mit 100 
mg L-allo-lsoleucyl Thiazolidid: 

Die folgenden Mengen beziehen sich auf Herstellung von 100 000 
Tabletten: 

L-allo-Isoleucyl Thiazolidid Hydrochlorid , 
fein vermahlen 

Glukose *'35 kg 

Milchzucker 4,35 kg 

Starke 

Zellulose, fein vermahlen 4'50 kg 

Obige Bestandteile werden gemischt und anschlielJend mit einer 
Losung, hergestellt aus 

Polyvinylpyrrolidon ^ ' ® 

Polysorbat 

undwasser ^.0 kg 

versehen und in an sich bekannter Weise granuliert, indem die 
feuchte Masse geraspelt und nach Zugabe von 0,2 kg Magnesium- 
stearat getrocknet wird. Die fertige Tablettenmischung von 
30,0 kg wird zu gewSlbtcn Tabletten von 300 mg Gewicht verar- 
beitet. Die Tabletten konnen nach an sich bekannter Weise lac- 
kiert oder dragiert werden. 
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Die technischen Daten bevorzugter verblndungen werden nachst 
hend angegeben. 



Substanz 




FpCQ 


CE (min) 


MS 


[aJHjO 


Lrthrco-IT'F 


S*^ 




160 


203 


-10,7 
(405nm) 


D-threo- 
IT*F 


keinc 
Hemmung 


147 


158 


203 


nichl 
bcslimml 


I^allo-ITF 


2*10' 


145-6 


154 


203 


-4^8 

(380nm) 


D-allo-rPF 


keine 
Hemmung 


144-6 


150 

1 


203 


4^ 
(380Dm) 



IT*Fs: Isoleucyl-ThiazolidkJ Fumarat 

Die NMR und HFLC Daten bcstStigpn, daB es sich urn die enlsj^redienden Substanzen han- 



delte 



Mefibedingungen fur die K,-Bestinimung der Substanzen 

Emm: DPIVs.^,«^.0.75mgMil. 18U/ml (GPpNA) 

in 25mM Tris pH 7,6, 30% Ammoniumsulfal, 0,5mM EDTA, O^mM U 1 fc 
Stammldstmg: 1:250 verdiinnt in MeBpuffer 

Puffer ; 40mM HEPES pH 7,6, 1=0,125 (KQ) 

Substrat : GPpNA*HCI 

Stammldsmg: 2,lraM 

MeBperai : Perkin-Elmcr Bio Assay Reader, HTS 7000 Plus, 
T=30'C 
)v= 405nm 

M^lan^: lOOtil Puffer 

lOOjil Substrat (3 verschiedene Konzentrattonen 0,8mM - O^M) 
SOfil Wasser/Inhibilor (7 verschiedene Konzcntrationen 2,1 nM - 32,8nM) 
lOjd Enzym 
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Puffer, WasserAnhibitor und Enzym wurden auf 30°C vortcmperieit und die Reaktion duich 
die Zupbe von ebenfalls vortemperierlem Subslrat gestaitet. 
Es wurden 4fach Beslimmungcn durchgefuhrt. 
Die MeBzeit betrug lOmin. 



Schmeizpuiiktbestiminung 

Schmclzpunkte wurden an einem Kofler-Heizlischmikroskop der Leica-AktiengescHsciiaft, 
die Wertc sind nichl korrigiert, oder an einem DSC-Gerat (bei Heumann-Pharma) bestimmt. 

Optische Rotation 

Die Drehwerle wurden bei unterschiedlichen Welleniangen an einem ..Polarimeter 341" oder 
hoher der Fa. Perkin Elmer aufgenommen. 



MeBbedingungen fur die Massenspektrometrie 

Die Massenspcktren wuiden an einem 165" bzw. .API 365" der Fa. PE Sciex raiKels 
Elektrosprayiv^nisation (ESI) aufgenommen. 

Es wird mit einer ungefahren Konzentration von c = 10 iig/nnl gearbeitet, die Substanz wird 
in MeOH / H,0 50:50, 0,1 % HCXDiH aufgenommen, die infusion erfolgt mit Spritzenpumpe 
(20|il/min).Die Messungen erfolgten im Positivmodus [M+H]*, die ESI-Spannung betragt 
U = 5600V. 



Die Saize weisen die folgenden Dalen auf: 



IT*SaIz ! K, 


M (gmol') 


Fp CQ 


Succinat 


5,1 e-8 


522,73 


116 


Tartrat 


83 e-8 


352,41 


122 


Fumarat 


83 e-8 


520,71 


156 


Hydrochlorid 


7,2 e-8 


238,77 


169 


Piiosphat 


13e-7 


30032 


105 



Losltchkeitsuntersuchung der SaIze des lle-Thia 

UQ-Thia*Fuin 

Einwaage 10.55 mg 

cntspricht 0,02 mmol (520 J2 g/mol) 

Zugabe von 100 H.O,,esi 

100 nl keinc Losung, oplisch: keinc Oberflachcnbcnetzung 
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ab 200 111 sukzessivcr Begjnn der L6slichkeU 

bei 400^1 ist eine voUslandiges Loscn zu beobacbten 

2,63 % 

Bei diesem Salz wuide also festgeslelll. daB cs kaum benetzbar isl und sich nicht 



lle-Ttiia^Succ 
Einwaage 16,6 mg 

entspricht 0,031 mmol (522,73 g/mol) 
Zugabe von 16 ^il HjOjcu 

16 Ml keine L5sung, optisch .Aufsaugcn" dcr Feuchtigkeit 

von 66 111 - 1,5 ml kein vollslSndigcs Loscn dcrSubstanz zu beobacbten 



Ile-Thia*Tartrat 
Einwaage 17,3 mg 

entspricht 0,049 mmol (352,41 g/mol) 
Zugabe von 100 (il HjOoea 
100 itl vollstSndiges Losen 
17,3% 



l[|g-Thia*PhQS 
Einwaage 15,5 mg 

entspricht 0,051 mmol (30032 g/mol) 

Zugabe von 100 |il HjO^ 

100 (il Anlosen ist zu beobacbten 

sukzessive Zugabe von 100 |>l HjO 

bei 400 pi voUstandiges L5sen 

3,87% 



lle-Thia*Ha 
Einwaage 16,1 mg 

entspricht 0,067 mmol (238,77 g/mol) 
— Zugabe von 100 nl Uz^aot 
bei 100 111 voUslandiges L5sen 
16,1 % 
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Allgemeine Synthese Ile-Thia Salz 

Die Boc-geschuzte Aminosaure Boc-Ile-OH wird in Essigsaureclhylcstcr vorgclegt, der An- 
satz wird auf ca. -5 "^C gckuhlt. N-Methylmorpholin wird zugctropft, Pivalinsaurechlorid 
(Labor) bzw. Neohexanoylchiorid (Tcchnikum) wird unter Temperaturkonstanz zugctropft. 
Die Reaktion wird fur wcnige Minuten zur Aktivierunggeruhrt. N-Melhylmorpholin (Labor) 
und Thiazolidinhydrochlorid (Labor) werde nacheinander zugetropft, Thiazolidin (Techni- 
kum) wird zugegpben. Die Aufarbcilung im Labor erfolgt klassisch mit Salzlosungen, im 
Tcchnikum wird der Ansatz mit NaOH- und CH,CXX>H-L6sungen gercinigt. 
Die Abspaltung der Boc-Schutzgnippe wird durch HQ / Dioxan (Labor) bzw. H2SO4 (Tcch- 
nikum) crzieit. 

Im Labor wird das Hydrochlorid aus EtOH / Ether kristallisiert. 

Im Tcchnikum wird das freie Amin durch Zugabe von NaOH / NH3 dargestellt. Fumaisaurc 
wird in heiBen Elhanol gelost, das ftcic Amin wird zugctropft, es fallt (Ile-Thia)2-Fumarat (M 
= 520,71 gmol'). 



Die Analytik von Isomeren bzw, Enantiomeren erfolgt durch Elcktrophorcse. 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



. W.O 99/61431 



23 



PCT/EP99/03712 



Patentanspriiche 

1* Dipeptidverbindung, die aus einer Aminosaure und einer 

Thiazolidin- oder Pyrrolidingruppe gebildet wird^ und de- 
ren Salze. 

2. Dipeptidverbindung nach Anspruch I, dadurch gekennzeich- 
net, dafi die Aminosaure aus einer natur lichen Aminosaure 
ausgewahlt wird* 

3. Dipeptidverbindung nach einem der vorstehenden Anspriiche^ 
dadurch gekennzeichnet, daB sie bei einer Konzentration 
von 10 fM eine Aktivitatsminderung von Dipeptidylpeptidase 
IV bzw. DP iv-analoger EnzymaktivitSten von laindestens 10 
% bewirkt. 

4. Dipeptidverbindung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, dafi sie eine Aktivitatsminderung von mindestens 40 % 
bewirkt * 

5. Dipeptidverbindung nach einem der vorstehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daJ3 die Aminosaure aus Leucin, Va- 
lin, Glutamin, Prolin^ Isoleucin, Asparagin und Aspara- 
ginsaure ausgewahlt wird. 

6. Dipeptidverbindung nach einem der vorstehenden Anspruche, 
namlich L-threo-Isoleucyl Pyrrolidid, L-allo-Isoleucyl 
Thiazolididr 1-allo-lsoleucyl Pyrrolidid und deren Salze. 

7. Dipeptidverbindung nach einem der vorstehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Salze organische Salze wie 
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Acetate^ Succinate, Tartrate oder Fumarate oder anorgani- 
sche Saurereste wie Phosphate oder Sulfate sind. 

8. Salze von Dipeptidverbindungen nach einem der vorstehenden 
Ansprliche, dadurch gekennzeichnetr daB sie in einem mola- 
ren Verhaltnis von Dipeptidverbindung zu Salz von 1:1 
Oder 2 : 1 vorliegen. 

9. Salze von Dipeptidverbindungen nach einem der vorstehenden 
Anspruche, namlich Fumarsalze. 

10. Salze von Dipeptidverbindungen nach Anspruch 9, namlich 
Fumarsalze von L-threo-lsoleucyl Thiazolidid oder Fumar- 
salze von L-allo-lsoleucyl Thiazolidid. 

11. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, 
dafi sie mindestens eine Verbindung oder deren Salze nach 
einem der vorstehenden Ansprliche gegebenenfalls in Kombi- 
nation mit einem oder mehreren pharmazeutisch akzeptablen 
Tragern und/oder Losungsmitteln enthalt. 

12. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch ll,. dadurch 
gekennzeichnetr dafi es sich um einen TrSger fiir parentera- 
le Oder enterale Formulierungen handelt. 

13. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 11 r dadurch 
gekennzeichnetr daB sie in einer Formulierung zur oralen 
Verabreichung vorliegt. 

14. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Ansprliche 
11 bis 13 r dadurch gekennzeichnet , dafl sie zusStzlich ei- 
nen hypoglykamisch wirkenden Wirkstoff enthSlt. 
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15. Verwendung von mindestens einer Verbindung oder pharmazeu- 
tischen Zusammensetzung nach einem der vorstehenden An- 
spriiche zur Herstellung eines Medikaments zur AktivitSts- 
minderung von Dipeptidylpeptidase IV bzw. von Dipeptidyl- 
peptidase IV analogen Bnzymaktivitaten. 

16. Verwendung von mindestens einer verbindung oder Zusammen- 
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Azidosen, Di2d>etes mellitus ^ diabetischer Neuropathie und 
Nephropathie sowie von durch Diabetes mellitus verursach- 
ten Folgeerkrankungen von SSugern. 
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Kapillarzonenelektrophorese (CE) -Trennung der Isomere des Isoleucyl Thiazolldids 
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Abb. 1: CE-Trennung von einer 1:1:1:1 - Mischung von L-threo-Uc-niia^Fum, L-aUo-Ile- 
Thia*Fttm, D-thieo-Ile-Thia*Riin, D-allo-IIe-nua*Fuin 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



.Wp99«S1431 



2/3 



PCT/EP99/II37I2 



MeUlode und MeBbedinyiingPnr 

CE-Umeisuchungcn erfolgten am System MDQ" der Firnia Beckman: 



Substanz 




L-threo-IT*F 


160 


D-thrco-IT*F 


158 


L-allo-IT*F 


154 


D-allo-IT*F 


150 



Laufbedinyungen; 

Puffer: 20 mM Phosphat, pH 7,0, 100 mM p-Hydroxy-piopyl-cyclodextrin 
Kapillaie: 50 / 60;i cm, 25 |xm Innenduichmesscr, beschichtet mit Aciylainid 
Spannung: 10 kV 

Detektion: Photo-Dioden-Anay-Dctcktor bci 214 nm 
Temperatur: VC 



CE-Trennang von Ile-Thia^Fainarat 




Abb^ 2: CE-Trennung von einer 1:1000 Mischung L-threo-Ile-Thia*Fumarat zu D-allo-Ile- 
Thia'^Fumarat 
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Serum - OP IV Aktlvitat (orale Qabe der IntiiMtoren) 




t(rT<n) 



Ab . J: Senim DP IV-Aktivitat nach oraler Applikation veischiedener H-Ile-Thia Steieoiso- 
mere (5 ^Nf/300 g Ratte). Beeinflussung der Enzymaktivitat eiflolgt nur durch L- 
allo-Ue-Thia und L-thieo-Ile-Thia. 

Abb. 4: Wiilcung verschiedener Aminoacyl-Thiazolidide auf die Glukosetoleranz der Ratte 
(Oraler Glukosetoleranztest mit 2gy300g Wistarratte zum Zeitpunkt 0, Gabe der DP 
IV-Inhibitoren 10 mtti vor oraler Glukosestimulierung) 
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Wirkung auf die Blutglukose (0-120 min) 



:p^; 'vr-m m 



W^^^ '^^Sl'" 'P^Pl"' 



Kbntrone Leu-Thia Val-Thia lle-Thia 
DP IV- inhibitor (5^M/300g) 
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